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(54) Verfahren und Vorrichtung zur Kryospeicherung 

(57) Bei einem Verfahren zur Kryokonservierung werden 
auf einem Speichersubstrat mindestens eine Probe ange- 
ordnet und positionsspezifisch Probendaten, die fur 
Merkmale der Probe charakteristisch sind, gespeichert. Es 
wird auch ein Speichersubstrat zur Kryokonservierung 
mit einem derartigen Verfahren beschrieben. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zur Kryospeiche- 
rung von Proben, insbesondere zur Herstellung, Lagerung 
und Manipulierung biologischer Proben im kryokonservier- 5 
ten oder aufgetauten Zustand, wie z. B. ein Kryospeiche- 
rungsverfahren fur biologische Zellen. Die Erfindung be- 
trifft auch Verfahren zum Schreiben und Lesen von Daten. 
Die Erfindung betrifft weiterhin eine Vorrichtung zur Kryo- 
speicherung von Proben, insbesondere ein Speichersubstrat 10 
fur biologische Proben, wie z. B. Zellen, eine Vorrichtung 
zum Schreiben und Lesen von Daten in Speichermedien und 
eine Kryobanksystem. Die Erfindung betrifft auch Anwen- 
dungen der Kryokonservierung biologischer Proben. 
[0002] Die Kryokonservierung ist ein allgemein bekann- 15 
tes Verfahren zur Haltbarmachung insbesondere biologisch 
oder medizinisch relevanter Materialen. Diese Materialien 
umfassen bspw. Gewebe und Organe, Korperflussigkeiten 
oder auch einzelne Zellen oder Zellbestandteile. Die Kryo- 
konservierung erfolgt nach bestimmten Prozeduren in Be- 20 
haltem oder auf Substraten, deren Gestalt an das Material 
oder Probe angepasst ist. Behalter zur Kryokonservierung 
sind bspw. fur Gewebe und Organe (siehe DE- 
OS 199 22 31, EP-A 0 853 238, DE-OS 197 25 768, DE- 
OS 199 05 163), fur Blutkomponenten (siehe z.B. DE- 25 
OS 198 26 350) und fur zell- oder tropfenformige Kryopro- 
ben (siehe z.B. US-A-5 275 016, EP-B 0 475 409, DE- 
OS 199 21 236, EP-B 0 804 073) bekannt. 
[0003] Ein generelles Anliegen bei der Kryokonservie- 
rung biologischer Proben besteht in der Identifizierbarkeit 30 
der Proben. Kryokonservierte Proben mussen in Bezug auf 
ihre Herkunft und Eigenschaften mit hoher Sicherheit iden- 
tifizierbar sein, ohne dass ein Auftauen erforderlich ist. Bei 
den makroskopischen Kryoproben ist dies kein Problem, da 
Organ- oder Blutbehalter mit einer Beschriftung versehen 35 
werden konnen. Das Auffinden der Kryoproben erfolgt in 
Abhangigkeit vom Ablagesystem der jeweiligen Kryobank. 
[0004] Bei kleinen Kryoproben in Form von gefrorenen 
Suspensionstropfen, Zellen, Zellaggregaten oder Zellbe- " 
standteilen ist die Identifizierung der Kryoproben erheblich 40 
problematischer. Eine Kryoprobe ware gegentiber der Be- 
schriftung vernachlassigbar klein. Oft besteht ein Interesse 
an der Kryokonservierung einer Vielzahl mikroskopisch 
kleiner Proben. Die Lagerung und Identifizierung von klei- 
nen Kryoproben mit Beschriftung ware unpraktikabel. Des 45 
Weiteren liegen die kryokonservierten Zellproben bei her- 
kommlichen Konservierungstechniken, die auf dem Auf- 
spriihen von Zellsuspensionen auf gekuhlte Oberflachen 
(siehe z. B. EP-B 0 475 409), in einem ungeordneten Zu- 
stand vor. Es konnen lediglich groBere Menge von Einzel- 50 
proben unspezifisch gemeinsam konserviert werden. 
[0005] Bei den in EP-B 0 804 073 und DE-OS 199 21 236 
beschriebenen Konseraerungstechniken ist eine geordnete 
Ablage und spezifische Bearbeitung selbst kleinster Proben 
auf Kryosubstraten moglich. Die Probenablage erfolgt 55 
bspw. unter Verwendung einer Mikrotropfenschusseinrich- 
tung, die auf der Grundlage bestimmter Zielkoordinaten an- 
gesteuert wird. Die Proben befinden sich auf definierten 
Substratpositionen, an denen auch eine spezifische Vermes- 
sung von Probeneigenschaften und Identifizierung der Pro- 60 
ben ermoglicht wird. Das Substrat kann mit einer Markie- 
rung versehen sein, um die Probenpositionen auf dem Sub- 
strat zu definieren. Beispielsweise wird in DE- 
OS 199 21 236 fur die matrixartige Ablage von Kryoproben 
in geraden Zeilen und Spalten vorgeschlagen, das Substrat 65 
mit einer Bezeichnung der Spalten und Zeilen zu versehen. 
Diese Markiemngstechnik ist in Fig. 17 (Stand der Technik) 
illustriert. 
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[0006] Die herkommliche Markierung von Kryosubstra- 
ten gemaB Fig. 17 besitzt die folgenden Nachteile. Es wird 
zwar die Identifizierung von Proben ermoglicht, damit wird 
aber lediglich eine Positionsinformation gegeben. Der be- 
schrankte Informationsgehalt der Substratmarkierung stellt 
jedoch ein Problem dar, da neben der Probenidentifizierung 
auch zusatzliche Daten, z. B. iiber die Beschaffenheit oder 
die Vorgeschichte der Probe oder fiber Messergebnisse ver- 
fugbar sein sollen. Diese Daten konnten zwar in einer paral- 
lel betriebenen Datenbank gespeichert werden. Der ge- 
trennte Betrieb von Kryo- und Datenbanken stellt aber ein 
erhebliches Risiko fur die Sicherheit der Merkmalszuord- 
nung zu den einzelnen Proben dar. Dieses Risiko ist insbe- 
sondere bei humanmedizinischen Anwendungen kritisch, da 
eine Probenverwechslung den Erfolg einer weiteren Ver- 
wendung der Kryoprobe vereiteln kann. AuSerdem besitzt 
die Substratmarkierung den Nachteil, dass eine Probeniden- 
tifizierung nur im Verbund mit dem Kryosubstrat moglich 
ist. Wenn einen Probenentaahme erfolgt, wie es bspw. in 
DE-OS 199 21 236 beschrieben wird, kann nach Trennung 
vom Kryosubstrat eine Probenidentifizierung nur durch eine 
aufwendige Messung von Probeneigenschaften im aufge- 
tauten Zustand erfolgen. 

[0007] Aus DE-OS 197 52 085 ist ein Probentrager fur 
mikroskopische Untersuchungen an einer Vielzahl von Pro- 
ben bekannt. Der herkommliche Probentrager wird durch 
ein in Fig. 18 (Stand der Technik) in schematischer Drauf- 
sicht gezeigtes Substrat mit einer Vielzahl von Probeaufnah- 
meraumen gebildet. Das Substrat besitzt bspw. die Form ei- 
nes Plattenspeichers (z. B. CD). Zwischen einem in der Sub- 
stratmitte befindlichen Durchgangsloch und den matrixartig 
angeordneten Probeaufnahmeraumen ist ein Ringbereich 
gebildet. Aus DE-OS 197 52 085 ist bekannt, diesen Ring- 
bereich zu Speicherung von Probendaten auszugestalten. 
Der herkommliche Probentrager besitzt den Nachteil, ledig- 
lich zur Aufhahme von flussigen Proben und nicht fiir die 
Kryokonservierung ausgelegt zu sein. AuSerdem stellt die 
Speicherung von Probendaten auf dem Innenring die selben 
Nachteile dar, wie die o. g. Substratmarkierung. Es konnen 
zwar mehr Daten gespeichert werden, die Zuordnung zu den 
einzelnen Proben ist jedoch nicht fehlerfrei moglich. 
[0008] Neben den genannten Nachteilen der herkommli- 
chen Techniken gibt es des Weiteren den folgenden Grund 
fur die bisher gering entwickelte Anwendung der Kryokon- 
servierung insbesondere in der zellularen Biotechnologie. 
Wenn ein direktes Einfrieren biologischer Proben in einer 
flussigen Kiihlphase (z.B. Stickstoff) erfolgt, besteht ein 
Kontaminationsrisiko. Uber die Kiihlphase konnen Viren 
auf die Proben ubertragen werden. Um dieses Risiko zu ver- 
meiden, muss der Kontakt mit der flussigen Phase vermie- 
den oder fiir eine dichte Abdeckung der Proben gesorgt wer- 
den. Dies ist bisher jedoch nicht in praktikabler Weise reali- 
siert worden. 

[0009] Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes 
Verfahren zur Kryokonservierung bereitzustellen, mit dem 
die Nachteile der herkommlichen Techniken iiberwunden 
werden, das einen erweiterten Anwendungsbereich besitzt 
und insbesondere fiir automatisierte Konservierungsanlagen 
geeignet ist. Das neue Verfahren zur Kryokonservierung soli 
insbesondere ermoglichen, dass Probendaten in groBerem 
Umfang und mit erhohter Datensicherheit (d. h. mit erhohter 
Sicherheit der Zuordnung von Probendaten zu bestimmten 
Proben) den Proben zugeordnet werden. Die Erfindung soli 
auch eine hochspezifische Datenzuordnung zu einzelnen 
Kryoproben ermoglichen. Die Aufgabe der Erfindung ist es 
auch, Vorrichtungen zur Umsetzung derart verbesserter 
Kryokonservierungsverfahren anzugeben. 
[0010] Diese Aufgaben werden mit Verfahren oder Vor- 
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richtungen mit den Merkmalen gemaB den Patentansprii- 
chen 1, 11, 18 und 19 gelost. Vorteilhafte Ausfiihrungsfor- 
men und Anwendungen der Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen Anspruchen. 

[0011] Die Grundidee der Erfindung ist es, mindestens 5 
eine Probe auf einem Substrat anzuordnen und auf dem Sub- 
strat eine Speicherung von Probendaten vorzunehmen, die 
fiir Merkmale der Kryoprobe charakteristisch sind. Die 
Speicherung der Probendaten erfolgt positions spezifisch in 
einem Probendatenspeicher vorzugsweise an der Ablag- 10 
eposition der jeweiligen Probe. Durch die Ablage von Pro- 
ben und Probendaten an gemeinsamen oder eng benachbar- 
ten oder aneinandergrenzenden Positionen des Substrates 
werden eine Reihe von Vorteilen erzielt. Die Probendaten 
sind durch ihre Ablageposition eindeutig den jeweiligen 15 
Proben zugeordnet. Eine Verwechslung der Probenzuord- 
nung wird ausgeschlossen. Bei Entnahme von Proben kon- 
nen simultan am Ablageort die zugehorigen Daten abgele- 
sen oder mit dem Speichermedium vom Substrat entfernt, so 
dass auch nach der Probenabnahme bei der weiteren Verar- 20 
beitung die Identifizierung der Probe und die Zuordnung der 
Probendaten sichergestellt ist. Es kann eine. Entnahme von 
einzelnen Proben bei beliebigen Temperaturen, insbeson- 
dere auch im gefrorenen Zustand, erfolgen. 
[0012] Anwendungsabhangig konnen die Probenablage 25 
und die Datenspeicherung bei Raumtemperatur mit an- 
schlieBender Abkiihlung zur jeweils erforderlichen Konser- 
vierungstemperatur oder auch im gekuhlten Zustand erfol- 
gen. Die Erfinder haben uberraschenderweise festgestellt, 
dass sowohl ein Schreiben als auch ein Lesen von Daten in 30 
oder aus an sich bekannten Speichermedien (z. B. optische 
Speicher, magnetische Speicher, elektromagnetische Spei- 
cher) selbst bei Konservierungstemperaturen unterhalb des 
Gefrierpunktes des Wassers moglich sind. Die Probendaten- 
satze sind in alien Phasen eines Kryokonservierungsvorgan- 35 
ges zuverlassig lesbar. 

[0013] Besondere Vorteile besitzt die Erfindung bei der 
Ablage einer Vielzahl von Proben auf einem gemeinsamen 
Substrat mit einer positions spezifischen Speicherung einer 
Vielzahl von Probendatensatzen. Das Substrat dient gleich- 40 
zeitig als Kryosubstrat mit Probentragern zur Aufnahme, 
Halterung und Freigabe von Kryoproben und als Datentra- 
ger, der wie ein fur die Computertechnik bekanntes Spei- 
chermedium eine 'Vielzahl von Daten an den Substratposi- 
tionen entsprechend den jeweiMgen Proben speichert. Die 45 
Proben werden z. B. tropfenweise und zueinander isoliert 
als Zellsuspensionstropfen auf die Probentrager des Kryo- 
substrates aufgebracht. Jedem Probentrager ist ein Proben- 
datenspeicher zugeordnet, in dem zugehorige Daten abge- 
legt werden. Die gleichzeitige Ablage von Proben und Pro- 50 
bendaten erfolgt langzeitstabil und verwechslungssicher. 
Die erfindungsgemaBe Kryokonservierung wird wegen der 
Analogie zur elektronischen Datenspeicherung hier als 
Kryospeicherung bezeichnet. 

[0014] GemaB einer bevorzugten AusfUhrungsform der 55 
Erfindung erfolgt die Kryospeicherung auf einem Speicher- 
substrat, bei dem jeweils ein Probentrager und ein Proben- 
datenspeicher ein integrales Bauteil bilden, dass reversibel 
oder irreversibel vom Substrat losbar ist. Gegenstand der Er- 
findung ist auch ein Kryospeicherelement, das einen Pro- 60 
bentrager zur Aufnahme einer Kryoprobe und einen Proben- 
datenspeicher zur Ablage zugehoriger Probendaten umfasst. 
Ein erfindungsgemaBes Speichersubstrat wir durch einen 
Grundkorper, der vorzugsweise eine flachige Gestalt besitzt, 
mit einer Vielzahl von Kryospeicherelementen gebildet. Das 65 
Speichersubstrat kann anwendungsabhangig eine beliebige 
2- oder 3-dimensionale geometrische Form besitzen. GemaB 
bevorzugter Ausfiihrungsformen der Erfindung hat der 
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Grundkorper des Speichersubstrates die Gestalt einer opti- 
schen Speicherplatte (CD-Rom), in die die Kryospeicherele- 
mente integriert sind, oder mindestens einer Leiterplatte, auf 
der die Kryospeicherelemente wie elektrische Schaltkreise 
(Chips) aufgesetzt sind. 

[0015] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren 
zum Betreiben einer Kryobank mit einer Vielzahl von Spei- 
chersubstraten. Auf mindestens einem Speichersubstrat 
werden eine Vielzahl von Proben abgelegt, die bspw. zu ei- 
nem Organismus (Probanden) gehoren. Die Proben umfas- 
sen bspw. spezifische Zellen, des Probanden (z. B. Stamm- 
zellen, Gewebezellen). Die Ablage der Proben erfolgt zu- 
nachst gemeinsam mit den probenspezifischen Daten, insbe- 
sondere Daten zur Identifizierung der Art der Proben und 
des Probanden, des Konservierungszeitpunktes und der zum 
Zeitpunkt der Konservierung voriiegenden Messdaten. Im 
Verlauf des Betriebes der Kryobank werden Proben gemein- 
sam mit den zugehorigen Probendaten fur Messzwecke, dia- 
gnostische Aufgaben oder therapeutische Verfahren ent- 
nommen und/oder weitere Proben oder Probendaten er- 
ganzt. Die Probendaten umfassen allgemein alle Merkmale 
und Parameter der Proben und des Probenspenders und ggf . 
Zusatzinformationen zur Datenablage auf dem Speichersub- 
strat. 

[0016] Durch die folgenden vorteilhaften Merkmale der 
erfindungsgemaBen Kryospeicherung werden die Nachteile 
herkornmlicher planarer oder dreidimensionaler Substrate 
iiberwunden. Die Proben (z. B. eingefrorenen Zellsuspensi- 
onsvolumina) sind zu jedem Zeitpunkt spezifisch zugang- 
hch. Dies gilt auch fur den Tieftemperaturzustand. Es kon- 
nen an definierten Substratpositionen kleinste Probenvolu- 
mina angeordnet werden, die charakteristische Dimensionen 
im mm-Bereich oder darunter, vorzugsweise jedoch typi- 
sche GroBen von 10 3 um 3 (10 • 10 • 10 um 3 ) bis zu einigen 
10 nm 3 besitzen. Die Proben konnen bspw. eine oder eine 
Vielzahl von Zellen (10 5 bis 10 6 Zellen), Zellbestandteile, 
biologisch relevante Objekte (wie z. B. Membranvesikeln, 
DNA-Materialien, Makromolekule) und/oder Zellverbande 
enthalten. 

[0017] Die Proben konnen selektiv im tiefgekuhlten Zu- 
stand des Speichersubstrates entnommen werden, ohne dass 
die Kuhlung der ubrigen Proben unterbrochen wird. Zur 
Probenabnahme und zum Datenauslesen ist kein Auftauen 
des gesamten Speichersubstrates erforderhch. 
[0018] Die Probendaten konnen automatisch computerge- 
stiitzt geschrieben oder gelesen werden. Die Zuordnung von 
Probendatenspeichern und Probentragern ist eindeutig. Die 
Proben werden verwechslungssicher abgelegt. Die Zuord- 
nung entnommener Proben zu den Probendaten und auch 
zum Speichersubstrat bleibt erhalten, so dass die Historie ei- 
ner Probe rekapituliert werden kann. Dies stellt einen beson- 
deren Vorteil bei medizinischen Anwendungen der Erfin- 
dung dar. 

[0019] ErfindungsgemaBe Speichersubstrate besitzen eine 
hohe mechanische Stabilitat und Langzeithaltbarkeit. Die 
erfindungsgemaBe Kryospeicherung ermoglicht erstmalig 
eine sichere Ablage von biologischen Proben iiber Jahr- 
zehnte. Eine Kryobank kann iiber die gesamte Lebensdauer 
eines Probanden, z. B. fiir die Dauer eines Menschenalters, 
zuverlassig betrieben werden. Das Speichersubstrat besitzt 
einen relativ einfachen Aufbau, der einen massenhaften Ein- 
satz von Speichersubstraten in Kryobanken ermoglicht. 
[0020] Die Erfindung besitzt auch Vorteile in Bezug auf 
das genannte Kontaminationsrisiko. Die erfindungsgema- 
Ben Speichersubstrate ermoglichen eine Reihe von unten er- 
lauterten MaBnamen, mit denen verhindert wird, dass ein 
fliissiges Kuhlmedium direkt mit den Proben in Verbindung 
kommt. Ein virale Kontamination iiber die Kiihlphase wird 
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vermieden. Es wird auch der Niederschlag von Wasser oder 
anderen Substanzen auf den Proben ausgeschlossen. 
[0021] Ein weiterer wichtiger Vorteil erfindungsgemaBer 
Speichersubstrate besteht darin, dass die abgelegten Proben 
irn kryokonservierten oder aufgetauten Zustand den iibli- 5 
chen Mess- und Analysemethoden (z. B. optische Messun- 
gen, mikroskopische Beobachtungen) bei gleichzeitiger 
Lesbarkeit der Datensatze zuganglich sind. Die Daten in den 
Probendatenspeichern werden auch bei mehrmaligen Ein- 
frier- oder Auftauvorgangen aufrechterhalten. 10 
[0022] Die Kryospeicherung erfolgt bei anwendungsab- 
hangig gewahlten Konservierungsbedingungen. Die Tempe- 
ratur der Kryospeicherung und der zeitliche Ablauf von 
Temperaturabsenkung oder -steigerungen werden in Abhan- 
gigkeit von der Konservierungsaufgabe und dem Material 15 
gewahlt. Die Konservierungstemperatur liegt im Bereich 
unterhalb der Raumtemperatur, vorzugsweise unterhalb des 
Gefnerpunktes von Wasser bei Normaldruck und bei den 
bevorzugten Langzeitanwendungen unterhalb von -80°C. 
Die Kryotemperatur wird vorzugsweise durch ein fiiissiges 20 
Kuhlmedium (Stickstoff) oder den Dampf des Kuhlmedi- 
ums eingestellt. 

[0023] Die Erfindung besitzt den Vorteil, dass kleinste 
Probenvolumina kryokonserviert werden. Dies ermoglicht 
schnelle Temperaturanderungen, reproduzierbare Konsei*- 25 
vierungsbedingungen und eine individuelle Probenhandha- 
bung, -behandlung oder -messung. 

[0024] Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung 
werden im Folgenden unter Bezug auf die beigefiigten 
Zeichnungen beschrieben. Es zeigen: 30 
[0025] Fig, 1 eine schematische Schnittansicht eines Teils 
eines erfindungsgemaBen Speichersubstrates gemaB einer 
ersten Ausfuhrungsform der Erfindung, 
[0026] Fig. 2 eine schematische Illustration der Probe- 
nentnahme von einem Speichersubstrat gemaB Fig. 1, 35 
[0027] Fig. 3 bis 7 schematische Draufsichten auf ver- 
schiedenen Gestaltungen von Proben- und Speicheranord- 
nungen auf einem Speichersubstrat, 

[0028] Fig. 8 eine schematische Schnittansicht eines Teils 
eines Speichersubstrates gemaB einer zweiten Ausfuhrungs- 40 
form der Erfindung, 

[0029] Fig. 9 schematische Ansichten verschiedener geo- 
metrischer Anordnungen von Kryospeicherelementen, 
[0030] Fig. 10 eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemaB einer dritten Ausfuh- 45 
rungsform der Erfindung, 

[0031] Fig. 11 eine Illustration der Entnahme von Kryo- 
speicherelementen aus einem erfindungsgemaBen Speicher- 
substrat gemaB einer vierten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung, 50 
[0032] Fig. 12 eine schematische Illustration einer folien- 
fbrmigen Abdeckung an einem erfindungsgemaBen Spei- 
chersubstrat, 

[0033] Fig. 13 eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemaB einer funften Ausfuh- 55 
rungsform der Erfindung, 

[0034] Fig. 14 schematische Perspektivansichten von 
Speichersubstraten gemaB einer sechsten Ausfuhrungsform 
der Erfindung, 

[0035] Fig. 15 eine schematische Perspektivansicht eines 60 
Kryospeicherelementes des Speichersubstrates gemaB Fig. 
14, und 

[0036] Fig. 16 eine schematische Perspektivansicht einer 
Abwandlung des Kryospeicherelementes gemaB Fig. 15, 
[0037] Fig. 17 und 18 Draufsichten herkomrnlicher Pro- 65 
bentrager (Stand der Technik). 

[0038] Bei der in Fig. 1 dargestellten ersten Ausfuhrungs- 
form eines erfindungsgemaBen Speichersubstrates 100 ist 



ein Grundkorper 110 vorgesehen, der eine Vielzahl von 
Kryospeicherelementen 120 tragt. Der Grundkorper 110 
(ausschnittsweise dargestellt) besitzt typische Dimensionen 
wie z. B . eine optische lesbare/beschreibbare Speicherplatte 
(im Folgenden: CD). Zur Aufnahme der Kryospeicherele- 
mente 120 besitzt der Grundkorper 110 Durchtrittofrnungen 
111, in denen die Kryospeicherelemente in Art einer Pres- 
spassung sitzen. Auf einer Seite des Grundkorpers 110 ist 
ein schichtformiges Speichermedium 112 angeordnet. Das 
Speichermedium 112 ist eine Datenschicht, wie sie von her- 
kornmlichen CD's bekannt und zum Schreiben und Lesen 
von Daten geeignet ist. Das Speichermedium 112 ist vor- 
zugsweise zum optischen Schreiben ("Brennen") und Lesen 
der Daten ausgelegt. Es kann aber auch ein magnetisches 
oder ein topographisches Speichermedium vorgesehen sein. 
Auf dem Speichermedium 112 ist ggf. eine Schutzschicht 
vorgesehen (nicht dargestellt). 

[0039] Das Speichermedium 112 umfasst Schichtberei- 
che, die auf dem Grundkorper 110 aufliegen und als Basis- 
speicher 113 dienen, und Bereiche, die zu den Kryospei- 
cherelementen 120 gehoren und als Probendatenspeicher 
122 dienen. Die Basisspeicher 113 und Probendatenspeicher 
122 konnen zunachst eine geschlossene Schicht des Spei- 
chermediums 112 bilden, die nach Probenentnahmen (siehe 
Fig. 2) ggf. unterbrochen wird. Der Basisspeicher 113 ent- 
halt vorzugsweise Substratdaten, die sich bspw. auf die Art 
der Anordnung der Kryospeicherelemente und die Identifi- 
zierung des Substrates beziehen. Die Probendatenspeicher 
122 enthalten Probendaten (siehe unten). 
[0040] Die Kryospeicherelemente 120 bestehen jeweils 
aus einem Probentrager 121 und dem Probendatenspeicher 
122. Der Probentrager 121 ist ein Formteil aus KunststofT 
mit einer T- oder teller-/pilzf6rmigen Gestalt. Der Proben- 
trager kann anstelle von Kunststoff auch aus einem biokom- 
patiblen und inerten Material (z. B. Halbleitermaterial) be- 
stehen. Der Probentrager 121 umfasst eine plattenformige 
Probenaufnahme 123 und einen Tragerstift 124. Die innere 
Form der Durchtrittsoffnungen 111 und die auBere Form des 
Tragerstifts 124 sind zur Bildung einer Presspassung aufein- 
ander abgestimmt. Zwischen den Randern der Probenauf- 
nahmen 123 sind Abstande 125 gebildet Die Abstande 125 
verringern das Risiko einer gegenseitigen Kontamination 
zwischen den Proben. AuBerdem vereinfachen sie die Ent- 
nahme von Kryospeicherelementen. Mit den Tragerstiften 
124 ist jeweils ein Probendatenspeicher 122 fest verbunden. 
[0041] Auf den Probenaufnahmen 123 befinden sich die 
Kryoproben 130, insbesondere in Form von gefrorenen 
Fliissigkeitstropfen. Die Tropfen sind Zellsuspensionen 
oder auch Referenzproben, z. B. mit Mustern von Kultivie- 
rungsmedien, Losungen von Markierungsfarbstoffen oder 
Sondenproben. Sondenproben sind Referenzproben, die 
Substanzen enthalten, die auf eine Anderung kritischer Um- 
gebungsbedingungen empfindlich reagieren. Als Sonden- 
proben konnen bspw. chemische Verbindungen verwendet 
werden, die empfindlich gegeniiber radioaktiver Strahlung 
oder unerwiinschten Temperaturerhohungen sind. Eine 
Kontrolle der Sondenproben ermoglicht eine Uberpriifung 
des Lagerungszustandes des Speichersubstrates in einer 
Kryobank. 

[0042] Uber den Kryoproben 130 ist eine Abdeckfolie 114 
angeordnet, die der Vermeidung von Kontaminationen aus 
dem Kuhlmedium oder aus der sonstigen Umgebung dient. 
[0043] Typische Dimensionen der Probenaufnahmen 123 
sind bspw. 0.1 bis 3 mm. Die Gesamtdicke des Speichersub- 
strates 100 betragt bspw. rd. 2 mm. 

[0044] Zur erfindungsgemaBen Kryospeicherung von Pro- 
ben wird ein den Kryoproben und ggf. Referenzproben be- 
schickt. Die Beschickung erfolgt bspw. mit einer Mikrotrop- 
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fenschusseinrichtung, wie es in EP-B 0 804 073 beschrie- 
ben ist. Die Proben werden als Mikrotropfen im gekuhlten 
Zustand des Speichersubstrates 100 gezielt auf die Proben- 
aufnahmen 123 aufgeschossen, wo sie beim Auftreffen fest- 
frieren. Ebenfalls im tiefgekuhlten Zustand des Speicher- 
substrates 100 erfolgt ein Einschreiben (Einbrennen) erster 
Probendaten in die Probendatenspeicher 122. Nach Be- 
schickung des Substrates erfolgt die Aufbringung der Ab- 
deckfolie 114 und die Einbringung des Speichesubstrates 
100 in eine Halterung unter den jeweiligen Kuhlbedingun- 
gen des verwendeten Kryokonservierungssy stems. 
[0045] In Fig. 2 ist die Entnahme von Proben vom Spei- 
chersubstrat 100 illustriert. ErfmdungsgemaB erfolgt die 
Probenentnahme durch Abtrennen des jeweiligen Kryospei- 
cherelementes 120 vom Grundkorper 110. Das Abtrennen 
erfolgt mit einer Stanzeinrichtung 140 in Zusammenwir- 
kung mit einer Stempeleinrichtung 150. Die Stanzeinrich- 
tung besitzt ein hohles Schneidwerkzeug 141, dessen 
Schneide 142 an die auBere Form der Probenaufnahme 123 
angepasst ist. Das Stanzwerkzeug kann bspw. durch eine 
Hohlkapillare mit einem angeschliff enen Ende gebildet wer- 
den. Die Stempeleinrichtung 150 besitzt einen Stempel 151, 
mit dem der Probedatenspeicher 122 vom ubrigen Speicher- 
medium 112 abgetrennt und der Tragerstift 124 aus der 
Durchtrittsoffnung 111 herausgedruckt werden kann. Am 
Ende des Stempels 151 ist ggf. auch ein Schneidwerkzeug 
zur verbesserten Durchtrennung des Speichermediums 112 
vorgesehen. Die Stanz- und Stempeleinrichtungen 140, 150 
konnen zur Aufrechterhaltung einer bestimmten Temperatur 
des Speichersubstrates 100 aktiv oder passiv gekuhlt sein. 
[0046] Fig. 2 zeigt einen besonderen Vorteil der Erfin- 
dung. Mit der Stanzeinrichtung 140 wird die Probe 130 mit 
dem Kryospeicherelement 120 entnommen, ohne dass an- 
dere Probendepots geoffhet werden. Die Probe 130 ist auch 
nach der Entnahme mit dem Probendatenspeicher 122 ver- 
bunden. Es kann eine Ubertragung der Probe auf ein anderes 
Speichersubstrat und/oder eine Messeinrichtung unter 
Kryobedingungen oder bei erhohter Temperatur erfolgen. 
Eine Erganzung von Probendaten, z. B. in Abhangigkeit von 
einem Messergebnis, wird am Probendatenspeicher 122 
vorgenommen (Datenakkumulation). 

[0047] Die Fig. 3 bis 7 illustrieren erfindungsgemaBe 
Speichersubstrate (z. B. gemaB Fig. 1) in schematischer 
Draufsicht. Ein Speichersubstrat 100 ist wie eine herkomm- 
liche CD geformt und besitzt insbesondere in der Mitte eine 
Durchtrittsoffnung 101 zur Anbringung des Speichersub- 
strates in der Kryokonservierungsvorrichtung und/oder ei- 
nem Lese-/Schreibsystem. Die Probenaufnahmen 123 der 
Probentrager sind bei dieser Ausfuhrungsform rechteckig 
gebildet. Sie besitzen typische Dflachendimensionen von rd. 
0.1 bis 30 mm 2 . Die Probenaufnahmen 123 sind gruppen- 
weise in Sektoren 102 angeordnet. Bei Entnahme von Pro- 
ben mit den jeweiligen Kryospeicherelementen bleibt der 
Grundkorper 110 mit den freien Durchtrittsoffnungen 111 
zuriick. 

[0048] Fig. 4 zeigt eine abgewandelte Ausfuhrungsform 
mit kreisformigen Probenaufnahmen 123. Auf jeder Proben- 
aufnahme 123 kann ein Tropfen mit einem Volumen von ei- 
nigen mm 3 abgelegt werden. Jeder Tropfen kann bis zu 10 5 
Zellen enthalten. Auf dem gesamten Speichersubstrat mit 
einem Durchmesser von ca. 12 cm konnen damit bis zu 10 s 
Zellen abgelegt werden. 

[0049] Fig. 5 zeigt eine abgewandelte Gestaltung mit 
kreisformigen Probenaufnahme 123, die im Vergleich zu 
Fig. 4 kleinere Durchmesser besitzen (z. B. 0.01 bis 1 mm). 
Die Gesamtzahl der Kryospeicherelemente auf dem Spei- 
chersubstrat 100 wird dadurch erhoht. Die Variabilitat bei 
der Probenentnahme steigt. 
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[0050] Die in Fig. 1 illustrierten Basisspeicher 113 kon- 
nen auch selektiv entsprechend bestimmter Bahnen im Spei- 
chermedium angeordnet sein. Dies ist in den Fig. 6 (rings- 
fdrmige Speicherbahnen) und 7 (strahlformig ausgerichtete 
5 Speicherbahnen) illustriert. Mit den Basis speichern 113 er- 
folgt eine zusatzliche Fragmentierung des Speichersubstra- 
tes. 

[0051] Fig. 8 illustriert ausschnittsweise eine abgewan- 
delte Form eines Speichersubstrates 200 mit einem Grund- 

10 korper 210, der durch die Probentrager 221 der Kryospei- 
cherelemente gebildet wird. Die Probentrager 221 besitzen 
auf einer Seite die Probendatenspeicher 222 und auf der ent- 
gegengesetzten Seite die Probenaufnahmen 223. Die Pro- 
bentrager 221 sind Formteile, z. B. aus Kunststoff oder ei- 

15 nem Halbleitermaterial, in denen die Probenaufnahmen 223 
als Ausnehmungen gebildet sind. Die Probentrager 221 sind 
iiber Sollbruchstellen 224 miteinander verbunden. Die Pro- 
bendatenspeicher 222 bilden eine auf der Unterseite des 
Grundkorpers 210 angeordnete Schicht des Speichermedi- 

20 urns. 

[0052] Auf der Oberseite des Speichersubstrates ist eine 
Abdeckfolie 214 vorgesehen, mit der die Proben 230 abge- 
deckt werden. Die Abdeckfolie 214 umgreift den Grundkor- 
per 210 an seiner AuBenkante mit einem umlaufenden Vor- 

25 sprung 215. 

[0053] Die Verwendung des Speichersubstrates 200 insbe- 
sondere die Beschickung und die Datenspeicherung erfol- 
gen nach den oben erlauterten Prinzipien. Zur Probenent- 
nahme werden Kryospeicherelemente 220 jeweils mit einem 

30 Trager 221 und einem Probendatenspeicher 222 mit einem 
geeigneten Werkzeug vom Speichersubstrat 200 getrennt 
(z. B. herausgebrochen, abgeschnitten oder dergleichen). 
Anwendungsabhangig sind die Sollbruchstellen 224 mit ei- 
ner bestimmten Geometrie ausgefuhrt, wie dies in Fig. 9 il~ 

35 lustriert ist. 

[0054] In Fig. 9 bezeichnen die weiBen Linien den Verlauf 
der Sollbruchstellen 224. In den jeweils umrahmten schwar- 
zen Bereichen befinden sich die Probentrager insbesondere 
mit den Probenaufnahmen. Die Probenaufnahmen konnen 

40 innerhalb des Speichersubstrates 200 verschiedenen Geo- 
metrien besitzen, z. B. nach innen hin enger (linkes Teilbild) 
oder schmaler werden (rechtes Teilbild). 
[0055] Eine dritte Ausfuhrungsform eines erflndungsge- 
maBen Speichersubstrates 300 ist in Fig. 10 illustriert. Das 

45 Speichersubstrat besitzt einen scheibenformigen Grundkor- 
per 310 in Form einer ebenen, gleichformigen Platte, Einfu- 
gungen oder Sollbruchstellen sind bei dieser Ausfuhrungs- 
form nicht vorgesehen. Die Kryospeicherelemente 320 bil- 
den bei dieser Gestaltung lediglich eine Einheit, solange die 

50 Proben 230 auf dem Speichersubstrat 300 angeordnet sind. 
Als Probentrager 321 ist fur jede Probe eine Probenaufnah- 
meschicht vorgesehen. Die Probenaufnahmeschicht besteht 
aus einem Kunststoffmaterial, das eine geringe Haftung zum 
Grundkorper 310 besitzt (z. B. aus PTFE oder Kautschuk). 

55 Die geringe Haftung ist insbesondere im Tieftemperaturbe- 
reich gegeben. 

[0056] Zur Abtrennung einer Probe 330 wird die Probe 
mit der Probenaufnahmeschicht mit einem geeigneten 
Werkzeug vom Grundkorper 310 abgetrennt (z. B. abgeho- 

60 ben, abgehobelt, abgeschoben oder abgezogen). Der Pro- 
bendatenspeicher 322 verbleibt auf der Substratunterseite. 
[0057] Die Proben 330 sind auch bei dieser Ausfuhrungs- 
form mit einer Abdeckung 314 gegen Kontaminierungen 
geschutzt. Die Abdeckung 314 wird durch einen Deckel ge- 

65 bildet, der gegeniiber dem Grundkorper 310 iiber eine Ring- 
dichtung 315 abgedichtet ist. 

[0058] In Fig. 11 ist im oberen Teilbild in perspekuvischer 
Ansicht ein Ausschnitt eines Speichersubstrates 400 gemaB 
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einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung daigestellt. 
Bei diesem Speichersubstrat sind die Kryospeicherelemente 
420 in Form einer Vorperforation oder einer Presspassung 
im Grundkorper 410 vorgesehen. Der Grundkorper 410 und 
die Kryospeicherelemente 420 bilden eine ebene Platte, auf 5 
deren Unterseite das Speichermedium 412 schichtformig 
angeordnet ist. Das Speichermedium 412 (Datentragerfolie) 
kann ebenfalls vorperforiert sein und befindet sich auf der 
Unterseite des Grundkorpers 410 mit der zum optischen 
Ein- und Auslesen von Daten erforderlichen Planaritat. 10 
[0059] Im unteren Teilbild von Fig. 11 ist das Kryospei- 
cherelement 420 vergroBert dargestellt. Auf der Oberseite 
des Grundkorpers 410, der hier den Probentrager 421 bildet, 
ist als Probenaufnahme 423 eine Ausnehmung vorgesehen. 
In der Probenaufnahme ist die Kryoprobe 430 (z. B . Suspen- 1 5 
sionstropfen) angeordnet. Mit der Abdeckfolie 414 ist die 
Probe 430 gegen Kontamination geschiitzt. Auch an der Ab- 
deckfolie 414 konnen Perforationen entsprechend der auBe- 
ren Form des Kryospeicherelements 420 vorgesehen sein. 
ErfindungsgemaB kann allgemein die Abdeckung oder Ab~ 20 
deckfolie auch als Speichermedium gebildet sein. Bei Ent- 
nahme des Kryospeicherelements 420 aus dem Speichersub- 
strat 400 mit einem analog zur Illustration in Fig. 2 aufge- 
bauten Werkzeug wird die Probe 430 mit dem Probentrager 
421, dem Probendatenspeicher 422 und dem Ausschnitt der 25 
Abdeckfolie 414 entnommen. Das Speichersubstrat 400 
wird in einer Halterung fixiert und mit dem passgenauen 
Stempel 451 (ggf. mit Schneide 452) und der Stanzeinrich- 
tung 440 vom Grundkorper 410 getrennt. Die Stanzeinrich- 
tung 440 ist mit einem beweglichen Stempel 441 versehen, 30 
der nach Abtrennung des Kryospeicherelementes 420 dieses 
aus der Stanzeinrichtung herausdriickt. 
[0060] Fig. 12 zeigt eine gegeniiber Fig. 11 abgewandelte 
Ausfuhrungsform am Beispiel eines einzelnen Kryospei- 
cherelementes 420 mit dem Probentrager 421 und der Pro- 35 
benaufnahme 423. Bei dieser Gestaltung ist die Abdeckung 
414 durch eine zweischichtige Folie gebildet. Auf dem Pro- 
bentrager 421 liegt eine porose Schicht 415 als Abdeckung 
auf. Dariiber befindet sich eine dichte Schicht 416 mit einer 
aus der Substratebene abstehenden Verlangerung 417. Die 40 
Verlangerung 417 kann manuell oder mit einem entspre- 
chenden Werkzeug vom Substrat weggezogen werden. Da- 
bei wird die untere Schicht 415 am Probentrager 421 freige- 
legt. Diese Prozedur kann im tiefgefrorenen oder auch im 
aufgetauten Zustand erfolgen. Die Probenaufnahme 423 45 
wird zeitweilig teilweise geoffnet. Es kann ein rascher Aus- 
tausch der FUissigkeit in der Probenaufnahme 423 erfolgen. 
Es konnen bspw. Kryoprotektive aus der Zellsuspension 
ausgewaschen werden. 

[0061] Die Abdeckung 414 kann auch Daten oder Markie- 50 
rungen zur Identifizierung der Probe enthalten. GemaB ab- 
gewandelten Gestaltungen kann ein aus weiteren Schichten 
gebildeter Aufbau der Abdeckung 414 vorgesehen sein. 
[0062] Das Prinzip der mehrschichtigen Abdeckung ist 
auch in Fig. 13 am Beispiel einer weiteren Ausfuhrungs- 55 
form der Erfindung gezeigt. Da Speichersubstrat 500 um- 
fasst wiederum einen Grundkorper 510 mit pilzfbrmigen 
Vorsprungen 511, auf denen die Probentrager 521 sitzen. 
Die Probentrager 521 sind Formteile jeweils mit einer Pro- 
benaufnahme 523 auf der Oberseite und einer Fixierausneh- 60 
mung 524 auf der Unterseite. Die Fixierausnehmungen 524 
und die Vorspriinge 511 wirken wie Druckknopfe als losbare 
mechanische Verbindungen zusammen. Auf der zu den Pro- 
bentragern 521 entgegengesetzten Seite befindet sich als 
Speichermedium 512 eine Datentragerschicht, die die Pro- 65 
bendatenspeicher 522 bildet, die den jeweiligen Probentra- 
gern 521 zugeordnet sind. Die Abdeckung 514 erfolgt nach 
dem Doppelschichtprinzip, das in Fig. 12 illustriert ist. 



[0063] Zur Entnahme eines Probentragers 521 im gefrore- 
nen Zustand des Speichersubstrates 500 wird ein hobel- 
oder keilfbrmiges Werkzeug unter den Probentrager 521 ge- 
schoben. Mit dem Werkzeug wird die Verbindung zwischen 
dem jeweiligen Vorsprung 511 und der Fixierausnehmung 
524 gelost. Die Probe wird damit mit dem Probentrager 521 
und Teilen der Abdeckung 514 vom Speichersubstrat 500 
abgetrennt. Auch bei dieser Ausfuhrungsform geht bei der 
Abtrennung die Verbindung zum Probendatenspeicher 522 
verloren. Allerdings konnen Probendaten auch im entspre- 
chenden Teil der Abdeckung 514 vorgesehen sein. 
[0064] Die in den Fig. 14 bis 16 dargestellten Ausfiih- 
rungsformen der Erfindung zeichnen sich dadurch aus, dass 
Speichersubstrat 600 durch mindestens eine Leiterplatte 
610, die dem Grundkorper entspricht und mindestens ein auf 
die Leiterplatte 610 aufgesetztes Kryospeicherelement 620 
gebildet wird. Die Leiterplatte 610 tragt elektrische (Leiter- 
bahnen) oder optische (Lichtleiterfasern) Verbindungen 611, 
die jeweils eine Aufnahmefassung 612 zur Aufhahme von 
einem Kryospeicherelement mit einer externen (nicht darge- 
stellten) Steuereintichtung verbinden. Die Aufnahmefas- 
sung entspricht im Wesentlichen dem Sockel einer her- 
kommlichen Schaltkreisfassung, in dem die Kontakte des 
Kryospeicherelements (sieheFig. 15) eingesetzt werden. An 
den Aufhahmefassungen 612 konnen zusatzlich jeweils 
Schaltkreise zur Signalanpassung, Signalumsetzung oder 
Detektion der auf den Verbindungsleitungen 611 Signale 
oder von auf optischem Wege strahlend geheferten Datensi- 
gnalen vorgesehen sein. 

[0065] Die Verbindungsleitungen 611 konnen auf der 
Oberseite der Leiterplatte 610 mit den Aufhahmefassungen 
612 (oberes Teilbild von Fig. 14) oder auf der entgegenge- 
setzten Seite (unteres Teilbild von Fig. 14) vorgesehen sein. 
Im letzteren Fall kbnne die Aufhahmefassungen 612 dichter 
angeordnet werden. Das untere Teilbild von Fig. 14 zeigt 
ferner, dass auf der Leiterplatte 610 auch ein Rechnerschalt- 
kreis 613 zur Ansteuerung der Kryospeicherelemente, ggf. 
mit einem gesonderten RAM-Speicher, vorgesehen sein 
kann. 

[0066] Jede Aufnahmefassung 612 ist zur Aufhahme eines 
Kryospeicherelementes 620 eingerichtet, dessen Einzelhei- 
ten in Fig. 15 gezeigt sind. Das Kryospeicherelement 620 
umfasst analog zu den oben erlauterten Funktionen einen 
Probentrager 621, der mit dem Probendatenspeicher 622 
verbunden ist. GemaB einer besonderes vorteilhaften Aus- 
fuhrungsform der Erfindung wird das Kryospeicherelement 
durch einen an sich bekannten integrierten Schaltkreis gebil- 
det. Der Schaltkreis enthalt als Probendatenspeicher 622 
mindestens einen RAM-Speicher. Der Probentrager 621 ist 
beispielsweise in der Kunststoffabdeckung des integrierten 
Schaltkreises gebildet. Die Probenaufnahme 623 ist eine 
Ausnehmung in der Kunststoffabdeckung. Bei einem her- 
kommlichen Chip mit einer GroBe von 7-14 mm kann die 
Probenaufnahme 623 eine Grundflache von ca. 4 ■ 10 mm 
bei einer Tiefe von 1 mm besitzen. Bei diesen MaBen kon- 
nen im Kryospeicherelement 620 bis zu funf Millionen Zel- 
len untergebracht werden. 

[0067] Das Kryospeicherelement 620 kann auch einen 
kompletten Rechnerschaltkreis enthalten, mit dem die Funk- 
tion des Kryospeicherelements verwaltet wird und iiber den 
das Kryospeicherelement nach auBen kommuniziert. 
[0068] Auf dem Boden der Probenaufnahme 623 konnen 
zusatzliche Steuereinrichtungen zur Manipulierung der 
Probe Sensor- und/oder Anzeigeeinrichtungen 624 vorgese- 
hen sein. Die Steuereinrichtungen umfassen ggf. Kuhl- und 
Heizelemente, z. B. Peltier-Elemente, Widerstandsheizele- 
mente, zur gesteuerten Abkiihlung oder Erwarmung der 
Probe oder Materi alien mit erhohter Warmekapazitat zur 
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Reduzierung der Warmebelastung der Probe wahrend eines 
Chiptransportes. Als Anzeigeeinrichtung kann eine Licht- 
quelle vorgesehen sein, die bspw. einen bestimmten Zustand 
des Kryospeicherelements 620 bzw. der Probe signalisiert 
oder die als Messlichtquelle fiir Messungen an der Probe 5 
630 dient. Zusatzlich ist das Kryospeicherelement 620 mit 
einer Abdeckung 614 versehen, die die Probe von Kontami- 
nation, Verdunstung und Sublimation schiitzt. Die Abdek- 
kung 614 ist bspw. eine Plastikkappe, eine. auf geschweiBte 
Folie oder ein anderes schichtformiges Bauteil, das eine 10 
dichte, losbare Verbindung mit dem Probentrager 621 ein- 
geht. 

[0069] Der Probentrager 621 dient auch als Funning fiir 
die KontakttuBe 625 des Kryospeicherelements. Die Kon- 
taktfuBe sind insbesondere mit dem Probendatenspeicher 15 
622 und ggf. den Steuer- und Anzeigeeinrichtungen 624 
Verbunden. 

[0070] Im Gegensatz zu den aus der zellularen Biotechno- 
logie bekannten Diagnosechips besteht beim Kryospeicher- 
element 620 zwischen der Probe 630 und dem Probendaten- 20 
speicher 622, den Steuer- und/oder Anzeigeeinrichtungen 
624 keine Verbindung, die auf eine Erfassung elektrischer 
Parameter der in der Probe eingefrorenen Zellen gerichtet 
ist. 

[0071] Die Abdeckung 614 gemaB Fig. 15 kann auch 25 
durch einen Kryobehalter 615 gemaB Fig. 16 ersetzt wer- 
den. Mit dem Kryobehalter 615 wird die Oberseite des Pro- 
bentragers 621 als GefaB gebildet, das analog zu einem her- 
kommlichen KryogefaB aufgebaut ist. Es kann insbesondere 
ein Deckel 616 mit einer abgedichteten Schraubverbindung 30 
zum zylinderfbrmigen Behalterkorper 617 vorgesehen sein. 
Der Kryobehalter 615 besteht aus einem kalteresistenten 
Kunststoffmaterial. Die in Fig. 16 dargestellte Ausfuhrungs- 
form der Erfindung besitzt den vor Vorteil, dass der Kryobe- 
halter 615 auch manuell, z. B. durch Pipettieren, beschickt 35 
werden kann. 

[0072] Die in den Fig. 14 bis 1 6 dargestellte Ausfuhrungs- 
form der Erfindung besitzt eine Reihe von Vorteilen. Das 
Kryospeicherelement wird durch einen elektronischen Chip 
gebildet, der als Probendatenspeicher einen elektronisch 40 
von auBen beschreibbaren und lesbaren Speicher enthalt. 
Eine temperaturabhangige Justage eines Lese-/Schreibkop- 
fes etwa wie bei einem CD-Speicher ist nicht erforderlich. 
In dem Chip befindet sich mindestens eine Probenaufnahme 
entsprechend fiir einen oder mehrere Proben. Der Chip und/ 45 
oder die Aufnahmefassung konnen mit einer elektronischen 
S chaining zur Ansteuerung zusatzlicher Funktionselemente, 
Sensoren und/oder Alarmsystemen ausgestattet sein. Der in 
Fig. 14 gezeigte Aufbau kann als dreidimensionales Mehr- 
ebenen-Kryosubstrat hergestellt werden, bei dem mehrere 50 
Leiterplatten 610 mit einer Vielzahl von Kryospeicherele- 
menten Ubereinander gestapelt werden. 
[0073] Die chipforrnigen Speicherelemente konnen pro- 
blemlos im gefrorenen Zustand von der Leiterplatte entnom- 
men und auf andere Leiterplatten, Messeinrichtungen oder 55 
Bearbeitungsstationen ubertragen werden, ohne dass die 
Probendaten verloren gehen. Die Kryospeicherelemente 
sind von auBen elektronisch adressierbar. 
[0074] Zusatzlich konnen zur Mehrfachabsicherung die 
Kryospeicherelemente mit einer oder mehreren Kennungen, 60 
automatisch lesbaren oder visuell kontrolierbaren Farbmar- 
kierungen versehen sein. Die Kryospeicherelemente gemaB 
Fig. 15 lassen sich gegeniiber den Dimensionen herkornmli- 
cher integrierter Schaltkreise auch weiter miniaturisieren. 
Bei Miniaturisierung wird eine optische Ansteuerung an- 65 
stelle der elektrischen Kontaktierung bevorzugt. 
[0075] Die mindestens eine Leiterplatte eines Speicher- 
substrates kann mit einem Computer-Bus- System verbun- 
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den sein, mit dem eine individuelle Abfrage und Ansteue- 
rung der einzelnen Kryospeicherelemente erfolgt. Die in 
Fig. 15 dargestellte Form von Kryospeicherelementen kann 
anwendungsabhangig abgewandelt werden (z. B. runde oder 
mehreckige Probentrager). 

[0076] Wichtige Merkmale der Erfindung werden im Fol- 
genden zusammengefasst. 

[0077] ErfindungsgemaBe Speichersubstrate kombinieren 
eine Materialaufhahme mit einer probenspezifischen Daten- 
aufnahme. Wahrend der Heftemperaturlagerung ist die se- 
lektive Enmahme von Material (Zellen, Zellsuspensionen) 
und das Lesen/Ablegen von Daten und/oder Datenmaterial 
moglich. 

[0078] Die Datenidentifizierung wird mehrfach abgesi- 
chert, indem die Proben und die Probendatenspeicher an den 
gleichen oder unmittelbar aneinandergrenzenden Substrat- 
positionen angeordnet sind. Zusatzlich kann das Speicher- 
substrat gefarbt sein, so dass allein aus der Farbung des 
Kryospeicherelements und des Grundkorpers festgestellt 
werden kann, aus welchem Speichersubstrat die jeweilige 
Probe stammt. 

[0079] Die Kryospeicherelemente sind leicht desinfizier- 
bar und wiederverwendbar. 

[0080] Es ist ferner moglich, die Grundkorper und Kryo- 
speicherelemente eines Speichersubstrates einheitlich mit 
einem Farbton oder einem digitalen oder analogen Erken- 
nungsmuster zu versehen, die jederzeit eine eindeutige Zu- 
ordnung beider Teile zulasst. 

[0081] Dies besitzt Vorteile fiir eine automatisierbare opti- 
sche Kontrolle (z. B. Farb- und Codierungserfassung). 
[0082] Auf dem erfindungsgemaBen Kryospeicher konnen 
erstmals Probendaten in Kilobyte- bis Megabytebereich ge- 
speichert werden. Dies ist insbesondere bei der Speicherung 
von Messergebnissen von Vorteil. 

[0083] Wahrend der Nutzungsdauer eines Speichersub- 
strates konnen jederzeit Daten erganzt werden (Datenakku- 
mulation). Auf diese Weise lassen sich alle an den Proben 
erworbenen Daten bzw. alle ausgefiihrten Manipulationen, 
Messungen, Behandlungen oder dergleichen liickenlos pro- 
benspezifisch dokumentieren. 

[0084] Es konnen spezifische Behandlungen der Proben 
insbesondere in den Chip-formigen Speicherelementen se- 
lektiv mit einer Prozedurprogrammierung und -speicherung 
durchgefuhrt werden. Beispiels weise kann im Rahmen einer 
Kryokonservierung ein bestimmtes Heiz-, Kuhl-, Mess-, 
Kontroll- und Alarm-/Anzeigeprogramm abgearbeitet und 
im Progammdatenspeicher dokumentiert werden. Im gefro- 
renen Zustand konnen verschiedene Kryospeicherelemente 
verschiedene Temperatur- oder Messprogramme durchlau- 
fen. Es kann z. B. lokal ein Auftauen ausgelost werden, um 
eine Messung an der Probe durchzufuhren. 
[0085] Es kann erfindungsgemaB vorgesehen sein, dass 
das Speichersubstrat mit einer rein elektronischen Daten- 
bank kombiniert betrieben wird, in der die Probendaten des 
Speichersubstrates gespiegelt abgelegt sind. 
[0086] Die Abdeckung der Probenaufnahmen kann teil- 
weise oder vollstandig transparent sein. Durch diese Schicht 
werden optische und andere Messverfahren in die Proben- 
aufnahme eingekoppelt. Beispielsweise konnen die Proben 
bildhaft dargestellt werden. 

[0087] Es sind Fluoreszenzmessungen, dielektrische Mes- 
sungen und/oder Ultraschalldarstellungen moglich. 
[0088] Eine erfindungsgemaBe Kryodatenbank umfasst 
eine Vielzahl der erlauterten Speichersubstrate, eine Steuer- 
einrichtung und eine Bearbeitungseinrichtung zur Manipu- 
lierung der Speichersubstrate und zur Entnahme von Pro- 
ben. 

[0089] Die in der vorstehenden Beschreibung, den An- 
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spriichen und den Zeichnungen offenbarten Merkmale der 
Erfindung kdnnen sowohl einzeln als auch in beliebiger 
Kombination fur die Verwirklichung der Erfindung in ihren 
verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeutung sein. 

5 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Kryokonservierung, bei dem auf ei- 
nem Speichersubstrat mindestens eine Probe angeord- 
net und positionsspezifisch Probendaten, die fur Merk- 10 
male der Probe charakteristisch sind, gespeichert wer- 
den. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem die Proben- 
daten auf dem Speichersubstrat an, neben oder unter 
der Probe gespeichert werden. 15 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, bei dem als 
Probendaten Informatiohen zur Identifizierung der 
Probe, Informationen iiber Substanzmerkmale der 
Probe, Messergebnisse und/oder Behandlungsschritte 
gespeichert werden. 20 

4. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem die Probendaten im gekuhlten Zu- 
stand des Speichersubstrates gelesen und/oder ge- 
schrieben werden. 

5. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 25 
spriiche, bei dem eine Probe vom Substratspeicher in 
Verbindung mit den gespeicherten Probendaten ent- 
nommen und auf ein anderes Substrat oder zu einer 
MeB- oder Behandlungseinrichtung uberfuhrt wird. 

6. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 30 
spriiche, bei dem die Probendaten optisch, magnetisch, 
topographisch oder elektromagnetisch gespeichert 
werden. 

7. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem die Probe eine Suspension von min- 35 
destens einer Zelle, Zellbestandteilen, Zellaggregaten 
und/oder Gewebe umfasst. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, bei der die Probe zu- 
satzlich Referenz- und Sondenproben umfasst. 

9. Verfahren gemaB einem der vorgehenden Ansprii- 40 
che, bei dem an einer gefrorenen, erwarmten oder auf- 
getauten Probe im gekuhlten Zustand des ubrigen Spei- 
chersubstrats eine Messung und/oder eine Behandlung 
erfolgt und die Messergebnisse als Probendaten gespei- 
chert werden. 45 

10. Verfahren gemaB einem der vorgehenden Ansprii- 
che, bei dem eine Steuerung des Zustandes der Probe 
auf dem Speichersubstrat mit einem der Probe zuge- 
ordneten Rechnerschaltkreis erfolgt. 

11. Speichersubstrat zur Kryokonservierung minde- 50 
stens einer Probe, das mindestens ein Kryospeicherele- 
ment enthalt, das durch einen Probentrager und einen 
Probendatenspeicher gebildet wird. 

12. Speichersubstrat gemaB Anspruch 11, bei dem das 
mindestens eine Kryospeicherelement losbar in einem 55 
Grundkorper des Speichersubstrates angeordnet ist. 

13. Speichersubstrat gemaB einem der Anspriiche 11 
oder 12, bei dem als Kryospeicherelement ein Formteil 
vorgesehen ist, das die Probe und den Probendatenspei- 
cher tragt. . 60 

14. Speichersubstrat gemaB einem der Anspriiche 11 
oder 12, bei dem als Kryospeicherelement ein inte- 
grierter Schaltkreis mit einem Speicher vorgesehen ist, 
der mit mindestens einem Probentrager zur Aufnahme 
jeweils einer Probe ausgestattet ist. 65 

15. Speichersubstrat gemaB Anspruch 14, bei dem der 
Probentrager in den Aufbau des integrierten Schaltkrei- 
ses integriert ist. 
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16. Speichersubstrat gemaB Anspruch 15, bei dem der 
Probentrager einen Kryobehalter auf weist. 

17. Speichersubstrat gemaB Anspruch 15, bei dem das 
Kryospeicherelement einen Rechnerschaltkreis enthalt, 
mit dem die Funktion des Kryospeicherelements ver- 
waltet wird und iiber den das Kryospeicherelement 
nach auBen kommuniziert. 

18. Kryospeicherelement, das eine Probenaufnahme 
fur eine Probe und einen Datenspeicher zur Speiche- 
rung von Probendaten umfasst. 

19. Verfahren zum Betrieb einer Kryobank, bei dem 
die Proben mit einem Verfahren gemaB einem der An- 
spriiche 1 bis 9 kryokonserviert und/oder behandelt 
werden. 



Hierzu 13 Seite(n) Zeichnungen 



# • 



- Leerseite - 



( 



( 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummi 
Int. CI. 
Offenlegungstag: 



DE 10ft 60 889 A1 
G 01 N 1/42 

27. Juni 2002 



100 



111 



oQoaaOaaagf 



□□a 
□□ 
□□ 
□□ 



123 



So; 



6^ 



N<2 



101 



□ 



IfllfF 



^5 



Ha \mm 



FIG.3 



102 260/114 



ZEICHNUNGEN'SEITE 3' 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 
Offenlegungstag: 



DEI 00 60 889 A1 
G 01 N 1/42 

27. Juni 2002 



SQQOQQQQQQQQO 
OOOOOOOOOOOOOOOO 

r ooooooooooooooooooo , 
, ooooooooooooooooooooooo x 

, tDOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO^ , 

, 'ooooooooooooooooooooooooooo 

OQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ, 

oooooooooooooooooooooooooooooo 

QQQQQQQOQQQQP 



r 



OQQQQQQQQQQQp 

9990000000000 

OQQQQQQQQQQp 
QQQQQQQQQQQO 

.090OOO000000. 
0999999999999.^ 
9999000000009. 

OQQQQQQQQOQOO 
QQQQQQQQQQQQQQ 




9000000000099s 
9999999999999. 
9900000000009 
900000000000. 

OQQQQQQQQQQP 

,00000000000©. 

r OQQQQQQQQQQQP 
OQQQQQQQQQQQp 

,0900000000000. 
QQQQQQQQQQQQQQ 



9999999999999999999999999999999P 
0999999999999999999999999009990 
Q90O0OOO0OOO000O0O000O0000000P 
90000000000000000000000000000 
9O00O0OO0000O0O0000O00000000 
90O0Q0O0O0000OO00000099999P 
90000000000000000000000000 
9000000000000000000000000 
OQOQOO0OOQO0OO000000O00Q 

QO00O00000000000000O0 

Q099999999999999990Q 

QOQQQQQQQQQQQQpOQ 
OOOOOQQOOOOO 



FIG.4 



f 

123 



102 260/114 



ZEICHNUNGEN SEITE 6 Numtffe DE100 60 889 A1 

Int. G 01 N 1/42 

Offenlegungstag: 27. Juni 2002 



ooodobdc 




/OOCX)OOOOOQQQQQOQQQ^ 



113 



*2999r 



_ J>0\ 
JQQQQN 



QQOQC 







s 








ll 






\QQQi 





ooooou „ 
\QOOSS 



jOOCSOU^ 
OQCXXX> 



^oooooooc 




ooooopoop/ 



5boc_„ 
~"3£S3QPC 



FIG.7 



102 260/1H 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 ' 




Nummer: DE 100 60 889 Ai 

int. CI. 7 : G 01 N 1/42 

Offenlegungstag: 27. Juni 2002 



215 — 230 214 224 223 221 





21 0^>TJI I III I III I III I 111 I III & I III I III I HI I III I III I L III I III I III I III I III I Jj III I HI I III I III I III I llll III I III I g] I III I lll^lll I 

212 -222 

FIG.8 




102 260/114 




102 260/1 H 



ZE1CHNUNGEN SEITE 9 Nummer: DE10060889A1 

int. CI. 7 : G 01 N 1/42 

Offenlegungstag: 27. Juni 2002 




102 260/114 



ZEICHNUNGEN SEITE 10 Numn]Jjl| v DE10060889A1 

G 01 N 1/42 

Offenlegungstag: 27. Juni 2002 




414 




FIG.12 



500 



A /L 



„ 523 530 >, 511 
J ? ( ? /Ll 




522 524 512 



FIG.13 



102 260/114 



ZEICHNUNGEN SEITE 11 



Nummer: 
Offenlegungstag: 



DEI 00 60 889 A1 
G 01 N 1/42 

27. Juni 2002 




102 260/114 




102 260/114 



ZEICHNUNGEN SE1TE 13 Nummer: DE100 60 889A1 

Int. CI. 7 : G 01 N 1/42 

Offenlegungstag: 27. Juni 2002 





A 


R 


p 


n 


F 


FX. 

— — i x 














1 X 














J \ 














1 \ 














\ 














1 \ 














1 ] 




























-t— j 









































































FIG.17 

Stand der Technik 




102 260/1 14 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



NummA 
Int. Cl.^P 
Offenlegungstag: 



DE100 60 889 Al 
G 01 N 1/42 

27. Juni 2002 




FIG.l 




102 260/114 



